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A ESTRUTURA INTRARETICULOCITARIA
A. BRUNNER, JR.
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INTRODUGAO

As hemécias jovens ou reticulocitos tém sido submetidas a estudos compa-
rativos das estruturas observadas ao microscépio 6ptico, apés coloragdo supra-

vital, com as verificadas ao microscépio eletrénico.

As diferentes técnicas dc preparo de reticulocitos para a observagio ao
microscopio eletronico resultam no aparecimento de diferencas significativas na
micro-estrutura dos componentes intrareticulocitarios, o que levou alguns autores
a interpretagoes discordantes.

Bernhard, Braunsteiner ¢ Mangini (1) e Braunsteiner ¢ Bernhard (2), apés
hemolisar globulos vermelhos em suspensio em agua destilada, constataram nos
reticulocitos, granulos dispersos e formas circulares isoladas ou irregularmente
agrupadas no interior do estroma, mas ndo encontraram filamentos semelhantes
aos observados ao microscépio 6ptico apés coloragdo supravital pelo verde Janus
B ou azul cresil brilhante. As formas circulares, segundo os autores referidos,
seriam pré-existentes e podcriam agregar-se em disposigdo linear sob a acdo
dos corantes para dar origem ao aspecto de longos filamentos ou seriam, pelo
contrario, resultado da desintegragio de filamentos devido ao desequilibrio osmé-
tico provocado.

Bessis (3), Hug, Lippert e Moser (4), Peter ¢ Wigand (5), Jung (6), Wol-
pers (7) ¢ Brunner e Vallejo-Freire (8), confirmaram a presenga de estruturas
idénticas em reticulocitos hemolisados em suspensio em &gua destilada. Alguns
autores consideram as formas circulares como componentes normais dos reticulo-
citos (2,7); outros consideram aquelas estruturas como artefatos provocados pela
hemélise (4,8).

Filamentos caracteristicos sio observados nos reticulocitos, quando hemoli-
sados em esfregago apés secagem parcial; nestas prcparagdes ndo se observam
formas circulares. Estruturas intermediirias entre as circulares e as filamentosas
podem ser obtidas desde que se proceda a hemélise em meio de hipotonicidade
menor (8).
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Em reticulocitos integros, Brunner, Vallejo-Freire ¢ Souza Santos (8) veri-
ficaram que os filamentos vistos ao microscépio eletronico e os observados apos
coloragao com verde Janus B constituem uma mesma estrutura e as diferencas de
aspecto seriam apenas conseqiiéncia da presenca do corante. Provaram ainda por
meio de cortes ultrafinos, que ésses filamentos correspondem & mitocondrias, con-
cluindo scr a “Substantia grinulo-filamcntosa” essencialmente de natureza mito-
condrial. As mesinas conclusdes chegaram, independentemente, Braunsteiner, Fellin-

ger e Pakesh (10).

Vallejo-Freire e Brunner (11) encontraram maior evidéncia de identidade

entre filamentos e mitocondrias no sangue periférico de animais intoxicados

com chumbo. As formas circulares resultariam das mitocéndrias filamentosas ou
granulares, quando os rcticulocitos sio submetidos & hemélise em suspensio em
agua destilada (8 e 10).

Seno (12), Yoshizawa, Nakamoto e Kanda (13) afirmam que o verde
Janus B e oulros coranles supravitais ndo possuem afinidade para mitocondrias
de reticulocitos; a formagio da “Substantia granulo-filamentosa™ seria devida
apenas a precipitagio de RNA e reticulo endoplasmatico, provocada pelo corante.

Néste trabalho apresentamos resultados obtidos com reticulocitos por meio
de cortes ultrafinos, aplicando a técnica usada por Seno (12) para a observa-
¢io de células coradas supravitalmente.

MATERIAL E METODOS

Para facilitar a observagdo ao microscopio eletrénico, uma reticulocitose de
cérca de 20% foi provocada em cobaios de 350 a 400 g, apés sangrias car-
diacas de 5 a 6 ml durante 6 dias.

Os reticulocitos foram corados com verde Janus B, adicionando-se 2 ou 3
gotas de sangue em 3 a 4 ml de solucio salina isotonica, contendo o corante
nas concentracges de 1/10.000, 1/20 000, 1/50.000 e 1/100.000. Decorridos 5
a 10 minutos e confirmada a coloragio ao microscépio com a concentracio a
1/10 000, a suspensdo de globulos vermclhos foi centrifugada a 500 r.p.m. e ao
scdimento adicionou-se solugdo de dcido 6smico a 1% em tampdo vcronal-ace-
tato de pH 7.4. Para fixar o corante e aumcntar o contraste, aplicamos a téc-
nica usada por Seno (12), tratando a suspensiio de glébulos vermelhos, 5 minu-
tos apés fixacdo pelo acido ésmico, com igual volume de solugio aquosa de

H.Cls, 3% e KI, 5,6%.
As hemadcias, apés 25 minutos, foram lavadas em &dgua destilada e subme-
tidas a desidrataciio rdpida na série alcodlica, 5 minutos em cada alcool.

A inclusio foi preparada numa mistura de metil e butil-mctacrilatos na
proporcio de 1:4, contendo 2% de perdxido de diclorobenzoila e 0,019 de nitrato
dc uranila. A polimerizagio se processou a 45°C, durante 12 a 24 horas. As
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trocas dos meios, nos quais as hemdcias eram mantidas, foram feitas apos
centrifugacoes e decantacies sueessivas; a desidratacio se processou rapidamente,
porque o complexo verde Janus B — fixador é solivel nos alcéois. Os con-
tréles, mantidos em salina isoténica sem ecorante, foram tratados de modo idén-
tico.

“Parte dos glébulos, apés a coloracio supravital, foi utilizada no preparo

dc esfregacos em laminas cobertas préviamente com filme de colédio, para pro-
ceder a hemgélise apos secagem parcial, segundo a técnica de Brunner e Vallejo-
Freire (8).

Os cortes foram obtidos numn microtomo Porter Blum ¢ as preparagSes exa-

minadas num microscépio Siemens UM 100b, a 60 Kv, com aumentos de X 7200

e X 15000.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Reticulocitos corados pelo verde Janus B apresentam mitocondrias densas
aos eletrons devido ao acimulo do complexo corante-fixador no sistema de mem-
branas. Observam-se virias seccbes transversais de reticulo endoplasmatico, algu-
nas préximas as mitocoéndrias (fig. 1).

Nos controles (fig. 2), as mitocéndrias se aprcsentam com o sistema da
membranas mais delgadas e menos densas; nido ha material suficientemente
corado para dispersar os eletrons.

Parte dos reticulocitos corados, hemolisa total ou parcialmente. Nas figu-
ras 3 e 4 observam-se reticulocitos hemolisados, cujas mitocéndrias mostram
claramente um aumento de densidade aos eletrons. [Esta observacio sugere a
presenca de corante junlo as membranas, que se apresentam com maior espes-
sura, em relagclo aos contrdles. Mais ou menos pcriddicamente e em disposigao
perpendieular ao comprimento das mitocondrias observam-s¢ faixas menos den-
sas corrcspondentes ao cspaco intratrabecular. O espaco intertrabecular apre-
senta-se também iais denso na figura 4. Junto ds mitocéndrias observam-s¢ sec-
cocs de reticulo endoplasmatico e particulas aglomeradas independentemente, que
poderiam ser de ribonucléoproteinas, dada a densidade e dimensges (100 -
150 fi) eom que se apresenlam (14).

A participacio do reticulo cndoplasmatico na formacdo da “Substantia gra-
nulo-filamentosa” é mais clara nas preparacoes de reticulécitos hemolisados em

esfregaco, apés coloracio supravital e secagem parcial. O reticulocito da figura 5
foi corado com verde Janus B na concentracio de 1/10 000. Nido se observa

reticulo endoplasmatico independente do aglomerado de mitoeéndrias com o
corante, o que ocorr¢ com \reticulocitos corados com verde Janus I até uma
concentracio de 1/100.000; na figura 6, um reticulocito preparado pela mesma
técnica, porém tratado com o coranle a uma concentracdo de 1/300 000, mos-

tra o reticulo endoplasmitico distinto c¢cm rclacao as mitocéndrias, como se apre-
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sentam os retieulocitos ndo corados. A aglomeragio do rcticulo endoplasmatico
dependeria da concentragio do corante. Seno, Yoshizawa, Nakamoto e Kanda
(13) apresentam figuras de reticuloeitos corados pelo sulfato azul de Nilo, nos
quais o reticulo endoplasmdtieo niio se aglomerou as mitocondrias. As interpre-
tagoes feitas por aquéles autores diferem das aqui apresentadas. A visualizagiio
das estruturas intrareticulocitirias ao miscroscépio 6ptico seria fungio da con-
eentragio do corante, como {foi demonstrado por Kosenow (15) em preparagoes
coradas supravitalmente pelo acridinorange.

Hogeboom, Claude e Hotchkiss (16), Schncider (7) e Schneider e Hogeboom
(18) mostraram que o sistema citocromoxidase sc localiza nas mitocondrias das
células hepdticas. Este sistema foi identificado também na fragio mitocondrial
de reticulocitos, por Rubinstein, Ottolenghi ¢ Denstedt (19) em cstudos da ati-
vidade enzimatica das fragGes obtidas apés hemoélisc por congelamento e des-
congelamento dc sangue de coelhos. Lazarow e Cooperstein (20) ¢ Cooperstein e
Lazarow (21) sugerem a participacio do sistema citocromoxidase no mecanismo
de coloragio das mitocéndrias pelo verde Janus B. Este sistema cnzimatico seria
responsavel pela espeeificidade da coloragdo. As observagoes morfolégicas aqui
feitas estdo em concordincia com éstes achados. O precipitado de corante e
ribonucleoproteinas evidenciado por Dustin (22), Thoma (23) ¢ Burt, Murray
e Rossiter (24), provavelmente foi dissolvido, em parte, na série alcodliea durante
a desidratagdo.

A estrutura densa aos eletrons apresentada por Scno, Yoshizawa, Naka-
moto e Kanda (13) na figura 12, corresponde provavelmente a mitocéndrias, nio
permitindo distinguir alguma organizagido interna devido ao cxeesso de eorante
utilizado.

Sendo a mitocondria o elemento estrutural predominante no reticulocito,
pode-se considera-la como o principal componente da “Substantia grinulo-fila-
mentosa” nas preparagées eoradas supravitalmente para cxame ao microseépio
optico. A “Substantia granulo-filamentosa” seria em parte um artefato, apenas
no que sc refere a precipitacio de ribonucleoprotcinas pelo corante, pois o
precipitado se disp6e em torno das mitocondrias evidenciando uma estrutura
real, préexistente, na hemdcia jovem. Nas preparacoes cm que os reticulocitos
nio sdo corados, mas apenas hemolisados apés uma secagem parcial, o conceito
de “Substantia granulo-filamentosa” rcstringe-se as mitocondrias somente.

Uma continuidade do reticulo endoplasimitico com o cstroma foi verificada

(fig. 7). O retieulocito apresentaria poros, de 180 A de didmetro, cm sua super-

lieie, mantendo comunicagdo do meio exterior com o citoplasma, temporaria-
mente, podendo-se conjecturar que a penetracio do corante se dé por cssa via.
Maior difieuldade é encontrada para a explicacio da passagem do corante atra-
vés da membrana externa da mitocondria, que se comportaria como uma mecm-
brana semipermeavel, desde que se admita sua continuidade em toéda a superficie
do organclo.




Mem. Inst. Butantan, A ESTRUTURA INTRARETICULOCITARIA
30:15-26. 1960-2.

RESUMO

Reticulocitos, corados pelo verde Janus B e tratados com um fixador para

o corante contendo elementos de numero atémico elevado, foram examinados
ao microscépio eletrénico em cortes ultrafinos ou apds hemdlise em esfregaco.
Foi possivel observar cspessamento e aumento de densidade aos eletrons, do

sistema de membranas das mitocondrias.

ConcentragGes entre 1/10.000 e 1/100.000 do corante provocam aglomera-
cdo do reticulo endoplasmdtico, e, provavelmente, ribonucleoproteinas e corante
em toérno das mitocondrias. Este fato nflo se verifica quando sdo utilizadas
solugoes de verde Janus B de menores concentracoes. Com estas observagoes
apresenta-se mais uma evidéncia sébre a natureza essencialmente mitocondrial

da chamada “Substantia granulo-filamentosa” das hemacias jovens.
O

SUMMARY

Janus green B stained reticulocytes treated with dye fixative containing
clements of high atomic number were examincd under the electron microscope
in ultra thin sections or in smears after hemolysis.

A thickening and an increase of electron density of the mitochrondrial
membranes system were observed.

At dye concentrations between 1/10.000 and 1/100.000 an agglomeration of
the endoplasmic reticulum was seen and, possibly, ribonuclcoprotein and dye
around the mitochondriae.

This did not occur when solution of Janus green B of lower concentrations
were used.

These observations give one more cvidence as to the essentially mitochondrial

nature of the so-called “Substantia granulo-filamentosa” of the young red blood
“cells.

Agradecemos a assisténcia téenica prestada pelo sr. José Reis July.
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